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(57) Abstract 



The invention relates to a new method for producing enantlomer-enriched 1-amino-4-<hydroxymediyl>-cyclopent-2--ene derivatives 
of the general formulae (I) and (11) in which R' is hydrogen or a possibly substituted C|-s alkyl rest, aryl rest or cycloallcyl rest and is a 
possibly substituted acyl. According to said method a racemic l-aniino-4-(hydn>xymethyl)-cyclopent-2-ene derivative of general formula 
(III), in which R' has tiie meaning given above, is converted using a hydrolase and in the presence of an acylation agent. 

(57) Zusammenfassung 

Beschrieben wird ein neues Verfahren zur Herstellung von enantiomerenangereicherten 1- Amino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent- 
2-en-Derivaten der allgemeinen Foimeln (1), (II), worin R' Wasserstoff oder einen gegebenenfalls substitulerten Ci^ Alkylrest, Arylrest 
Oder Cycloalkyliest bedeutet und gegebenenfalls substiniieites Acyl bedeutet. umfassend die Umsetzung eines racemischen l-Amino-4- 
(hydroxymethyl)-cyclopent- 2-en-Derivats der allgemeinen Forrael (III), worin R' die genannle Bedeutung hat, mittels einer Hydrolase in 
Gegenwart eines Acylierungsmittels. 
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Verfahren zur Herstellung von optisch aktiven l-Aniino-4-(hydroxymethyI)- 

cycIopent-2-en-Derivnten 



5 Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betriffi ein neues Verfahren zur Herstellung von 
enantiomerenangereicherten l-Ainino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en-Derivaten der 
allgemeinen Formeln 

10 




II 



worin WasserstofF, Alkyl, Aryl oder Cycloalkyl und Acyl bedeutet, sowie 
insbesondere deren Weiterumsetzung zu den entsprechenden enantiomerenangereicherten 1- 
1 5 Amino-4-(hydroxymethyI)-cyclopent-2-en-Verbindungen der Formel IV. 




IV 



Enantiomerenangereichertes l-Amino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en der Formel IV, 
20 wie z. B. (lR,4S)-l-Amino-4.(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en, ist ein wichtiges 
Zwischenprodukt zur Herstellung von carbocyclischen Nukleosiden wie z. B. Carbovir 
(Campbell et al., J. Org. Chem. 1995, 60, 4602-4616). 

Unter "enantiomerenangereicherten" Verbindungen werden im folgenden Verbindungen mit 
25 einem Enantiomeren-Uberschuss (ee) von mehr als 20% verstanden, 

Bisher sind mehrere Verfahren zur Herstellung von (lR,4S)-l-Amino-4-(hydroxymethyl)- 
cyclopent-2-en bekannt. Beispielsweise beschreibt die WO 97/45529 ein biotechnologisches 
Verfahren zur Herstellung von ( 1 R,4S)- 1 - Aniino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en 
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ausgehend von racemischem cis-N- Acetyl- 1 -amino-4-(hydroxymethyI)-cyclopent-2-en 
mittels Mikroorganismen, welche letzteres als einzige C-, einzige N- oder als einzige C- und 
N-Quelle verwerten. Nachteilig bei diesem Verfahren ist, dass es in einem Femienter 
durchgefuhrt werden muss. 

5 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, ein alternatives, einfaches und kostengunstiges 
Verfahren zur Herstellung von enantiomerenangereicherten l-Aniino-4-(hydroxymethyl)- 
cyclopent-2-en-Derivaten der Formeln I und II und von enantiomerenangereicherten 
l-Amino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en-Verbindungen der Formel IV zur Verfligung 
10 zu stelien. 

Diese Aufgabe wird mit den Verfahren gemass den Anspriichen 1, 5 und 7 gelost. 

Erfindungsgemass wird gemaB Anspruch 1 ein racemisches l-Axnino-4-(hydroxymethyl)- 
1 5 cyclopent-2-en-Derivat der allgemeinen Formel 



25 



o 



III 



worin R* WasserstofF oder einen gegebenenfalls substituierten Ci-s-Alkylrest, linear oder 
20 verzweigt, Arylrest oder Cycloalkylrest bedeutet, mittels einer Hydrolase in Gegenwart 
eines Acylieningsmittels in die enantiomerenangereicherten l-Amino-4-(hydroxymethyl)- 
cyclopent-2-en-Derivate der allgemeinen Formeln 



.r' II 



worin die genannte Bedeutung hat und R^ gegebenenfalls substituiertes Acyl bedeutet, 
uberfiihrt. 
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Die Edukte, die racemischen l-Amino-4-(hydroxymethyl>cyclopent-2-'en -Derivate der 
allgemeinen Formel III, konnen ausgehend vom (i)-2-Azabicylco[2.2.1]hept-5-en-3-on 
gemass der WO 97/45529 hergestellt werden. Bevorzugt werden die cis-racemischen 
Edukte eingesetzt. 

5 

Der BegrifF Alkyl, wie er hier verwendet wird, umfaCt sowohl lineares als auch verzweigtes 
Alkyl. Alkyl kann substituiert oder unsubstituiert sein. Ci.8-Alkyl, steht insbesondere fur 
Methyl, Ethyl, Propyl, Isopropyl, Butyl, tert-Butyl, Pentyl und seine Isomere, Hexyl und 
seine Isomere, Heptyl und seine Isomere oder Octyl und seine Isomere. Unter substituiertem 

10 Ci.8-Alkyl ist mit einem oder mehreren Halogenatomen substituiertes Ci-s-Alkyl, mit OR^ 
oder mit NR^R*^ substituiertes Gi-g-Alkyl, worin R^ und R^ gleich oder verschieden sind und 
WasserstofT oder verzweigtes oder lineares Ci-s- Alkyl, Aryl oder Cycloalkyl bedeutet, zu 
verstehen. Als Halogenatom kann F, CI, Br oder J eingesetzt werden. Als NR'^R^ ist 
beispielhaft Methylamino, N-Methyl-N-ethylamino, l-Piperidinyl oder Aniinomethyl zu 

15 nennen. Als OR^ sind beispielhaft Methoxy, Methoxymethyl, Ethoxy, Propoxy und Phenoxy 
zu nennen. 

Unter Aryl wird bevorzugt Benzyl oder Phenyl, substituiert oder unsubstituiert, verstanden. 
Unter substituiertem Aryl wird im folgenden mit einem oder mehreren Halogenatomen, Cm- 
20 Alkylgruppen, CM-Alkoxygruppen, Amino-, Cyan- oder Nitrogruppen substituiertes Aryl 
verstanden. Als substituiertes Benzyl wird vorzugsweise Chlor- oder Brombenzyl und als 
substituiertes Phenyl vorzugsweise Brom- oder Chlorphenyl eingesetzt. 

Cycloalkyl ist zweckmaBig C3-7-Cycloalkyl, substituiert oder unsubstituiert, beispielsweise 
25 Cyclopropyl, Cyclopentyl oder Cyclohexyl. Geeignete Substituenten sind beispielsweise die 
fur Aryl genannten Substituenten. 

Acyl entspricht der Saurekomponente des eingesetzten Acylierungsmittels. 

30 Vorzugsweise bedeutet Acyl Ci.6-Alkanoyl, unsubstituiert oder substituiert mit einem oder 
mehreren Halogenatomen, Ci-4-AIkoxy, Aryl, Hydroxy, Amino, Cyan Nitro, und/oder 
COOR, worin R Cm- Alkyl bedeutet. Beispiele fur unsubstituierte oder substituierte 
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Acylreste sind Acetyl, Propionyl, Butyryl, Chloracetyl, Bromacetyi, Dichloracetyl, 
Cyanacetyl, Methoxycarbonyl, Ethoxycarbonyl, Methoxyethanoyl, Hydroxybutyroyl, 
HydroxyhexanoyI, Phenylcarbonyl, Chlorphenylcarbonyl und Benzylcarbonyl. 

5 Als Acylierungsmittel sind generell Carbonsaurederivate wie Carbonsaureamide, 
Carbonsaureanhydride oder Carbonsaureester geeignet. 

Als Carbonsaureester konnen Alkoxycarbonsaureester wie Methoxyessigsaureethylester. 
Methoxyessigsaureisopropylester, Ci^s Carbonsaureester wie Essigsaurebutylester, 
. 10 Buttersaureethylester, Buttersaurephenylester, Buttersauretrichlorethylester, 

Hexansaureethylester, Vinylbutyrat, Glycerinester wie Tributyrin (Glycerintributyrat). 
Glykolester wie Glykoldibutyrat, Diglykolsaurediethylester oder Dicarbonsaureester wie 
Vinylsuccinat, Cyan-substituierte Ester wie Cyanessigsaureester oder cyclische 
Carbonsaureester wie Butyrolacton, Caprolacton eingesetzt werden. 

15 

Als Carbonsaureamide konnen die den erwahnten Estern entsprechenden Amide eingesetzt 
werden. 

Als Carbonsaureanhydride konnen einfache, gemischte oder cyclische Anhydride wie 
20 Buttersaureanhydrid, Acetylbenzoat und Bemsteinsaureanhydrid eingesetzt werden. 

Als Hydrolasen kbnnen Lipasen, Esterasen oder Proteasen eingesetzt werden. Als Lipase 
konnen handelsiibliche Lipasen verwendet werden wie beispielsweise Novo-Lipase SP523 
aus Aspergillus oryzae (Novozym 398), Novo-Lipase SP524 aus Aspergillus oryzae (Lipase 

25 = Palatase 20000L von Novo), Novo-Lipase SP525 aus Candida antarctica (Lipase B 
Novozym 435, immobilisiert), Novo-Lipase SP526 aus Candida antarctica (Lipase A = 
Novozym 735, immobilisiert), Lipase-kits von Fluka (1 & 2), Amano P Lipase, Lipase aus 
Pseudomonas sp., Lipase aus Candida cylindracea, Lipase aus Candida lipolytica. Lipase aus 
Mucor miehei. Lipase M aus Mucor javanicus (Amano), Lipase aus Aspergillus niger, 

30 Lipase aus Bacillus thermocatenulatus. Lipase aus Candida antarctica, Lipase AH (Amano; 
immobilisiert). Lipase P (Nagase), Lipase AY aus Candida rugosa, Lipase G (Amano 50), 
Lipase F (Amano F-AP15), Lipase PS (Amano), Lipase AH (Amano), Lipase D (Amano), 
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Lipase AK aus Pseudomonas fluorescens, Lipase PS aus Pseudomonas cepacia, Newiase I 
aus Rhizopus niveus, Lipase PS-CI (immobilisierte Lipase aus Pseudomonas cepacia). 

Diese Lipasen konnen, wie fachmannisch bekannt, als zellfreie Enzymextrakte oder auch in 
5 der entsprechenden Mikroorganismenzelle angewendet werden. 

Als Proteasen sind ebenfalls handelsubliche geeignet, z. B. Serinproteasen wie Subtilisine. 
Als Subtilisin konnen z.B. Savinase aus Bacillus sp., Alcalase, Subtilisin aus Bacillus 
licheniformis sowie Proteasen aus Aspergillus, Rhizopus, Streptomyces oder Bacillus sp. 
10 verwendet werden. 

Abhangig von der Wahl der Hydrolase wird in einem racemischen, beispielsweise cis- 
racemischen, l-Amino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en der Formel HI eines der beiden 
Enantiomeren acyliert (Verbindungen der Formel I), wahrend das andere Enantiomer 
15 unverandert bleibt (Verbindungen der Formel II). Die beiden Enantiomeren kdnnen dann 
getrennt werden. 

Unterschiedliche Hydrolasen kbnnen unterschiedliche Stereospezifitaten besitzen. Wird 
beispielsweise cis-N-Acetyl-l-amino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en mit Lipase M und 
20 einem Acylieningsmittel umgesetzt, so wird spezifisch das (IR, 4S)-Enantiomer acyliert, 
das vom nicht-acylierten (IS, 4R)-Enantiomer abgetrennt werden kann. Wird als Hydrolase 
beispielsweise Savinase (Protease aus Bacillus sp.) verwendet, so wird spezifisch das 
(IS, 4R)-Enantiomer acyliert, wahrend das (IR, 4S)-Enantiomer zuriickbleibt. 

25 Zweckmassig wird die Hydrolase-katalysierte Acylierung bei einer Temperatur von 0 bis 
70 °C, vorzugsweise bei einer Temperatur von 15 bis 45 °C durchgefiihrt. 

Die Hydrolase-katalysierte Acylierung kann in einem protischen oder aprotischen 
organischen Losungsmittel durchgefiihrt werden. Als aprotische organische Losungsmittel 
30 sind Ether, aliphatische KohlenwasserstofFe, organische Basen und Carbonsaurederivate 
geeignet. Als Ether konnen tert-Butylmethylether, Diisopropylether, Dibutylether, Dioxan 
Oder Tetrahydrofuran eingesetzt werden. Als aliphatische Kohlenv^^asserstoffe sind Hexan, 
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Heptan, Octan geeignet. Als organische Basen sind Pyridine oder Trialkylamine wie 
Triethylamin geeignet. Als Carbonsaurederivate sind bspw. Ethylacetat oder die zuvor 
beschriebenen Acylierungstnittel mdglich. 

5 Die bei der Hydrolase-katalysierten Aqrlierung gebildeten enantiomerenangereicherten 
l-Axnino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en-Derivate der allgemeineri Formel I oder II 
konnen nach Trennung chemisch direkt zu den entsprechenden enantiomerenangereicherten 
l-Amino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en-Isomeren der Formel IV 




IV 



hydrolysiert werden. Alternativ kann das abgetrennte enantiomerenangereicherte 1-Amino- 
4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en-Derivats der ailgemeinen Formel I durch geeignete Wahl 
der Hydrolysebedingungen stufenweise zunachst wieder zum entsprechenden 
15 enantiomerenangereichterten l-Aniino-4-(hydroxymethyi)-cyclopent-2-en-Derivat der 
ailgemeinen Formel II hydrolysiert werden, welches dann, falls gewunscht, durch weitere 
chemische Hydrolyse wie oben zum entsprechenden enantiomerenangereicherten 1-Amino- 
4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en der Formel IV umgesetzt wird. 

20 Zweckmassig wird die chemische Hydrolyse mit einem Alkalimetallhydroxid oder rait 
Ammoniak durchgefiihrt. Als Alkalimetallhydroxid kann Natrium- oder Kaliumhydroxid 
eingesetzt werden. 

Die chemische Hydrolyse kann bei einer Temperatur von 20 bis 100 "C, vorzugsweise bei 
25 einer Temperatur von 60 bis 80 "C, durchgefiihrt werden. 

Bevorzugtes enantiomerenangereichertes l-Amino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en- 
Derivat der ailgemeinen Formel I ist das (1R,4S)- und (1S,4R)-N- Acetyl- l-amino-4- 
(propylcarbonyloxymethyl)-cydopent-2-en (R' = CH?, R^ = Propylcarbonyl), bevorzugtes 
30 l.Amino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en-Derivate der ailgemeinen Formel II ist das 
(1R,4S)- und (1S,4R)-N- Acetyl- l-amino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en, welche dann 
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chemisch bevorzugt in das (1R,4S)- bzw. (lS,4R)-l-Amino-4-(hydroxymethyi)-cycIopent- 
2-en hydrolysiert werden. 



S Beispiele 
Beispiel 1 

50 mg cis-N-Acetyl-l-amino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en und 250 ^1 Vinylbutyrat 
wurden in 5 ml 2-Methyl-2-butanol gelost. 300 mg Lipase M (aus Mucor javanicus; 
10 Amano) wurden hinzugegeben und die Suspension bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 16 h 
lag (IS, "4R)-N-AcetyH:-amino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en mit einem 
Enantiomerenuberschuss von 98,5% (GC) vor. 

Nach Trennung von (IS, 4R)-N-Acetyl-l-amino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en und 
1 5 gebildetem ( IR, 4S)-N-Acetyl- 1 -amino-4-(propyIcarbonyloxymethyl)-cyclopent-2-en 
(Chromatographie an Kieselgel 60) wurden beide Verbindungen getrennt in 2M 
Natronlauge aufgenommen. (IS, 4R)-N-Acetyl-l-amino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en 
wurde durch Ruhren bei 80 °C (70 h) in das enantiomerenreine bzw. -angereicherte 
cis-l-Amino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en uberfuhrt, wahrend (IR, 4 S)-N- Acetyl- 1- 
20 amino-4-(propylcarbonyloxymethyl)-cycIopent-2-en durch Ruhren bei Raumtemperatur 
(5h) in das enantiomerenreine bzw. -angereichterte cis-N- Acetyl-! -amino-4- 
(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en uberfuhrt wurde. 

25 Beispiel 2 

10 mg cis-N- Acetyl-! -amino-4-(hydroxymethyl>cyclopent-2-en und 50 p.1 Vinylbutyrat 
wurden in 1 ml Dioxan gelost. 30 mg Lipase M (aus Mucor javanicus; Amano) wurden 
hinzugegeben und die Suspension bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 20 h lag (IS, 4R)-N- 
AcetyH-amino-4'(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en mit einem Enantiomerenuberschuss von 
30 91,0% (GC) vor 
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Beispiel 3 

10 mg cis-N-Acetyl-l-amino-4-(hydroxymethyl>cyclopent-2-en und 50 |il Vinylbutyrat 
wurden in 1 ml 2-Methyl-2-butanol gelost. 40 mg Savinase (Protease aus Bacillus sp ; Novo 
Nordisk) wurden hinzugegeben und die Suspension bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 20 h 
lag (IR, 4S)-N-AcetyH-amino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en mit einem 
Enantiomerenuberschuss von 91,7% fGC) vor. 

Beispiel 4 

10 mg cis-N-Acetyl-l-amino-4-(hydroxymethyl)-cydopent-2-en und 50 \xl Vinylbutyrat 
wurden in 1 ml'Dioxan gelost. 40 mg Savinase (Protease aus Bacillus sp.; Novo Nordisk) 
wurden hinzugegeben und die Suspension bei Raumtemperatur geruhrt. Nach 200 h lag 
( IR, 4S)-N- Acetyl- 1 -amino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en mit einem 
Enantiomerenuberschuss von 8 1 ,7% (GC) vor, 

Beispiel 5 

100 mg cis-N-Acetyl-l-amino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en und 0.5 mmol 
Vinylbutyrat wurden in 1 ml 2-Methyl-2-butanol gelost. 20 mg Lipase PS (aus 
Pseudomonas cepacia) wurden hinzugegeben und die Suspension bei Raumtemperatur 
geruhrt. Nach 21 h liegt (IR, 4S)-N-Acetyl-l-amino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en mit 
einem Enantiomerenuberschuss von 44% (GC) vor. 

Beispiel 6 

10 mg cis-N-Acetyl-l-amino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en und 0.03 mmol Tributyrin 
wurden in 1 ml 2-Methyl-2-butanol gel6st. 20 mg Lipase PS (Pseudomonas cepacia) 
wurden hinzugegeben und die Suspension bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 200 h liegt 
( 1 R, 4S)-N- Acetyl- 1 -amino-4-(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en mit einem 
Enantiomerenuberschuss von 32% (GC) vor. 
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Verfahren zur Herstellung von enantiomerenangereicherten l-Amino-4- 
(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en-Derivaten der allgetneinen Formein 



worin Wasserstoff oder einen gegebenenfalls substituierten Ci.g-Alkylrest, 
Arylresfoder Cycloalkylrest bedeutet und gegebenenfalls substituiertes Acyl, 
bedeutet, umfassend die Umsetzung eines racemischen l-Amino-4-(hydroxmethyI)- 
cyclopent-2-en-Derivats der allgemeinen Formel 



worin R^ die genannte Bedeutung hat, mittels einer Hydrolase in Gegenwart eines 
Acylierungsmittels. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Hydrolase eine 
Protease, Esterase oder Lipase einsetzt wird. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Hydrolase- 
katalysierte Acylierung bei einer Temperatur von 0 bis 70 durchgefuhrt v/ird. 





25 



4. 



Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Hydrolase-katalysierte Acylierung in einem protischen oder aprotischen organischen 
Losungsmittel durchgefuhrt wird. 



wo 00/39324 PCT/EP99/10382 
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5. Verfahren zur Herstellung von enantiomerenangereicherten l-Amino-4- 
(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en-Derivaten der allgemeinen Formel 




II 



dadurch gekennzeichnet, dass man ein racemisches l-Amino-4-(hydroxmethyl)- 
cyclopent-2-en-Derivat der allgemeinen Formel 

0 

worin die in Anspruch 1 genannte Bedeutung hat, mittels einer Hydrolase in 
Gegenwart eines Acylierungsmittels in enantiomerenangereicherte l-Amino-4- 
(hydroxymethyl)-cyclopent-2en-Derivate der allgemeinen Formel I 




worin und die in Anspruch 1 genannte Bedeutung haben, uberfuhrt und diese 
dann chemisch zu den entsprechenden Enantiomeren der allgemeinen Formel II 
hydrolysiert. 



6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die chemische Hydrolyse 
bei einer Temperatur von 20 bis 100 ^'C durchgefuhrt wird. 



wo 00/39324 



PCTAEP99/10382 
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7. Verfahren zur Herstellung von enantiomerenangereichertem l-Amino-4- 
(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en der Formel 




IV 



dadurch gekennzeichnet, dass man ein racemisches l-Amino-4-(hydroxymethyl)- 
cyclopent-2-en-Derivat der allgemeinen Formel 

o 

worin R' die in Anspruch 1 genannte Bedeutung hat, mittels einer Hydrolase in 
Gegenwart eines Acylierungsmittels in enantiomerenangereicherte l-Amino-4- 
(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en-Derivate der allgemeinen Formel 




II 



worin R* und R^ die in Anspruch 1 genannte Bedeutung haben, uberfuhrt und diese 
dann chemisch zu den entsprechenden enantiomerenangereicherten l-Amino-4- 
(hydroxymethyl)-cyclopent-2-en-Isomeren der Formel IV hydrolysiert. 



